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06/00 
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PCX 

ANTRAG 

Der Unterzeichnete beantragt^ dafi die vorliegende 
intemationale Anmeldung nach dem Vertrag iiber die 
interaationale Zusammenaibeit auf dem Geiiiet des 
Patentwesens behandelt wird. 


: PCT/DE £5 / 0 24 85 

Internationales Aktenzeichen 


^ B. D22. 1336. 0 f2. SB~) 

Internationales Anmeldedatum 




Name des Anmeldeamts und *TCT International Application" 


Aktenzeichen des Anm elders oder Anwalts ffalls gewOnscht) 
(max, 12 Zeichen) pj 1 . 1 3 p QJ 


F€!d Nr. 1 BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG x/^^^ u - i l • ^ -. .. ^ , , 

M^KJi^^ Verfahren zur nnkrobiellen Herstellunq 
' von Aminosauren durch gesteigerte Aktivitat von Exporc ar ri ern 


Feld Nr. U ANMELDER 


Name und Anschrift:" (Famliennan^Vomame; heijuris^schenPersonenymllstaruIheamtlkheBeieichm^^ 
oetderAmchriflsmddiePostleitzahluhdderNmed 

FORSCHUNGSZENTRUM JOLICH GmbH 
Wi'l hel m-Johnen-StraBe 

^ D-52425 JUlich 
Deutschland 


1 1 Dicse' Person ist 
' — ' gleichzeitig Erfinder 

Telefonnr.: 02461/61-3004 
Telefaxnr.: 02461/61-2860 

Femschreibnr.: 


Staatsangchorigkeit (Staat): ^ ^ 


Sitz Oder. Wohnsitz (Staat): " Q £ 




Feld Nr. HI WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: {FamUenname, Vomame; 6eiJumtischenPersonenvdUsmdigeamdjcheBe2eichmn£ 
Bet der Anschrift sind die Posileiiiahl und der Ncme des Staais afizugeb^ 

VRLIJC, Marina ^ 

Steins trasser Allee 50 ^ 
D-52428 JUlich 

Deutschland 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 X| Anmelder und Erfinder 

r 1 nur Erfinder flVird dieses Kastchcn 

I 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangeh6ngkeit (Staat): 

- DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


fer^l!^;i?^f°™^***^ r—] aUcBcistim- 1 1 aUc Bcstiinmungsstaatcninit Amnahm HTl- nur die Vereinigten | 1 dicimZusatzfeld 

fUrfolgendeStaatcn: LJ mongsstaatcn LJ dcrVcn^gtcnStaate^ UO slLSS^S^S^ □ iSJ^I^S^^ 


I^Xj*, Weiterc Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsbiatt angegeben. . 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt woiden, urn fdr den (die) Anmelder | — 1 . i— i geracinsamer 
vor den zustSndigen mtemationalcn BehOrdcn in foigender Eigenschaft zu handeln als: I | ^"^^1^ ^ Vertreter 


Name und Anschnft: (F<mjliemame,Vorname;bei^ 
^ _ Bet der Anschnft sind me Postleiizahl und der Name des Stoats amupeben. ) 

FORSCHUNGSZENTRUM JOLICH GmbH 
Rechts- und Patentabtei 1 ung 

D-52425 JUlich 
Deutschl and : 


Telefonnr.: 02 461/61-3004 
Telefaxnr.: 02 461/61-2860 
Ponschreibnr.: 


□ dl^^Se ZuSe Oder gemeinsamer Vertieler bestellt ist und statt dessen im obigen Feld 



t PCT/RO/101 (Blatt 1) (5. JuB 1994; Nachdnick Januar 1996) . Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformutar 



Blatt Nr. . . .Z 



Fortsetzung von Feld Nr. HI WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 



mrd keines derfoigenden Felder benutzf, so isi dieses Blatt dem Antrag nicht beizufiigen. 



Name und Anschrift: '(FamlieTmame,Vormme;heijurisUschenPersonenvolhtandigeQ^^ 

Bei der Anschrift sind die Posileitzahl und der Name des Staats amugeben) 



EGGELING, Lothar 
Elsenkamp 6 
D-52428 JUlich 

Deutschland 



Staatsangehdrigkeit (Staat): 



DE 



Dicse Person ist: 
i \ nur Anmelder 

I Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreiat, so sind die nachstehenden, 
Angaben nicht notig,) 



Sitz Oder Wohnsitz; (Staat): 



DE 



Diese Person ist Anmelder i 1 Bcstim- 

filr fotgende Staaten: | | i 



I mungsstaaten 



□ alle Bestiimmmgsstaaten mit Aiisnahme 
der Vcreinigtcn Staaten von Amerika 



j nur die Vereinigten 



Staaten von AmerOca 



I I die im Zusatzfeld 



angegebenen Staaten 



Name und Anschrift: ^<mnhermame,Vorname;heijuri 

Bei der Anschrift sirui die Postleitiahl und der Ncme des Staats anzugeben) 



SAHM, Hermann 
Wendel i PUSS tra3e 71 
D-5242.8 Jul ich 

Deu tschl and 



Diese Person ist: 
I I nur Anmelder 

I y I Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig,) 



StaatsangehOrigkeit (Staat): 



DE 



Diese Person ist Anmelder i 1 ^x\^ Bestun- 

filr folgende Staaten: | | mungsstaaten 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



DE, 



□ alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
i - 



der Vereinigtcn Staaten von Amerika 



a nur die Vcreinigtcn 
Staat»i von Amerika 



j , j die im Zusatzfeld 



angegebenen Staaten 



Name und Anschrift: (Fimjliennamejorname; beijuristischenPersonenvollstandigeamilicheBezeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Postleitxahl und der Name des Staats amugeben) 



StaatsangehOrigkeit (Staat): 



Diese Person ist: 
I I nur Anmelder 

I I Anrinelder und Erfinder 

□ nur Erfinder ^/rrf dieses Kastchen 
angekreuit, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Sitz Oder Wc^msitz (Staat): 



I laUcBestim- | 1 alle Bestimmungsstaaten mit Ausn^c 

Itir tolgcnde Staaten: | | mungsstaaten I | der Vereinigten Staaten von Amerika 



□ nurdie Vereinigten j I die im Zusatzfeld 
Staaten von Amerika | | 



angegebenen Staaten 



Name und Ansclirift: ^andlienmmie,yornaTne;beijuristischenPersonenvollsiandigea^ 

Bei der Anschrift sind die Postleiizahl und der Name des Staats anjugeben) 



StaatsangehOrigkeit (Staat): 



Dicse Person ist 
I I nur Anmelder 

I I Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuit^ so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



Anmelder i i Bcstim- I 1 alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme | 1 m,rdie Vcreinigtim I 1 d 

for folgendc Staaten: LJ mungsstaaten LJ der Vennnigten Staaten von Amerika |J Staat^vSTSS |_j angegebenen Staaten 



die im Zusatzfeld 



rn Weiterc Anmelder und/odcr (weiterc) Erfinder sind auf cinem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angcgcben. 



Formblatt PCT/RO/101 (Fortsetzungsblatt) (Juli 1993; Nachdruck Januar 1996) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



PC 



Blatt Nr. 



Feld Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 



Die folgenden Beslimmungen nach Regcl 4.9 Absatz a werden hiermit vorgenommen {bine die entsprechenden Kastchen ankreuzen; wenigstens 
ein Kdstchen muji angekreuzt werden): 

Regionales Patent 

AP 



□ 
□ 



EA 



□ EP 



ARIPO-Patent: KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SZ Swasiland, UG Uganda und jeder weitere Staat 
der Vertragsstaat des Harare-ProtokoIIs und des PCX ist 

Eurasisches Patent: AM Armenien, A2 Aserbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisisian, KZ Kasachstan, MD Republik 
Moldau, RU Russische Fckleration, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weitere Staat. der Vertragsstaat des 
Eurasischen Patentubereinkommens und des PCX ist 

Europaisches Patent: AT Ostenreich. BE Belgien, CH urid LI Schweiz und Liechtenstein, DE Deutschland 
DK Danemark, ES Spanien, FI Finland, FR Frankreich, GB Vereinigtes Konigreich, GR Griechenland. IE Irland, IT 
Italien, LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande, FT Portugal, SE Schweden und jeder weitere Staat, der 
Vertragsstaat des Europaischen Patentubereinkommens und des PCX ist 
r~l OA • OAPI-Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Zenlralafrikanische Republik, CG Kongo, CI Cote d'lvoire, 
CM Kamerun, GA Gabun, GN Guinea, ML Mali, MR Mauretanien, NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo 
und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (falU eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges 
Verfahren gewUnscht wird, blue auf der gepunkteten Linie angeben) , ,] 

Na tionales Patent (falls eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewiinscht wird. bitte auf der gepunkteten Unie angeben): 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
13 
□ 
□ 
□ 



AL Albanien □ LV Letiland 



AM Armenien . . . . 
AT' Osterreich . . _ 
AU Australien . . . . 
Aserbaidschan 
Barbados 



AZ 
BB 
BG 
BR 
BY 
CA 



□ 
□ 
□ 

□ 

Bulgarien . : > Q 

□ 
□ 
□ 
□ 



Brasilien 

Belarus 
Kanada 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein 

CN China 

CZ 
DE 
DK 
EE 
ES 
FI 
GB 
GE 
HU 
IL 
IS 
JP 
KE 
KG 
KP 



Tschechische Republik 

■• □ 

- □ 

□ 

□ 

■■ □ 

□ 



Deutschland 

Danemark 

Estland . . 

Spanien . 

Finnland 

Vereinigtes Kdnigreich 



Georgien Q 



□ 
□ 
□ 
□ 




Ungam 

Israel * 
Island 

Japan 

Kenia [ | 

Kirgisistan ^ Q 

Demokratische Volksrepublik Korea 

■■■■ ••• □ 

Republik Korea | | 

Kasachstan 

Sri Lanka 
Liberia 

Lesotho 

Litauen 



MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien , 

MN Mongolei 

MW Malawi . . 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

Neuseeland 

Polen 

Portugal 

Rumanien 

Russische Federation .............. 

Sudan 
Schweden 
Singapur 

Slowenien 

Slowakei , 

Tadschikistan . . . 

TM Turkmenistan : . . , , , 

TR Tiirkei 

Trinidad und Tobago 

Ukraine 

Uganda 

Vereinigte Staaten von Amerika 



NZ 

PL 

PT 

RO 

RU 

SD 

SE 

SG 

SI 

SK 

TJ 



TT 
UA 
UG 
US 



uz 

VN 



Usbekistan 
Vietnam . . 



Kastchen fiir die Besdnunung von Staaten (fUr die Zwecke eines 
nationalen Patents), die dem PCT nach der VerOffentlichung 
dieses Formblatts beigetreten sind: 



□ 
□ 



Luxemburg , . . | [ 



ZusatzUch zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem 

PCT zulassigen Beslimmungen vor mit Ausriahme der Bcstimmung von • 

Der Anmelder erkiart, daB diese zusatzlichen Bestimmungen unter dem Vorbehalt einer Bestatigung stehen und jcde zusStzliche 
Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Priori tatsdatum nicht bestatigt wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom 
Anmelderzuruckgenommengilt.(Z)/eB«fla//gim^tfi^^ 

. und die Zahtung der BesttmmungS' und der BestdtigungsgebOhr, Die Bestatigung mufi beim Anmeldeamt innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen. ) 



Formblatt PCt/RO/101 (Blatt 2) (Juli 1996) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Feld Nn VI PRIORITATSANSPRUCH Weitere Priorimsansprilche sind im Zusatzfeld angegebcn. fl 


Die Prioritat dcr folgcndcn frul 


^icren Anmcldung(en) wird hiermit beansprucht: 


Staat 

(Anmelde- oder Bestimmungsstaat 
der Anmeldung) 


Anmeldedatum 
(iag/Monat/Jahr) 


Aktenzeichen 


Anmeldeamt 
(jTuf bci TCgioncdci' odcr 
internationmer Anmeldung) 


DE 


22. Dezember 1995 
(22.12. 199S) 


195 48 222.0 




(2) 








(3) 








pjpi Das Anmeldeamt wird hiermit ersucht, eine beglaubiete Abschrift der obcn in ZcileTn) 

\^ bezeichneten fhiheren Anmeldung(en) zu crstelicn und dem Internationalen BOro zu Obennitteln. 


Feld Nr. VH INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Recherchenbehordenfiir die intenjationale Recherche zustdndtg, ist der Name der Behorde amugeben, 

die die intemationcde Recherche dwchfuhren soU; Zweibuchstaben-Code germgt): ISA / 

Frahere Recherche: eine Recherche (mtemationde Recherche, Recherche intemationaUr Art oder somtige Recherche) bereits 

l^IriZluf^I^r- ^echerchenbehorde beantragt oder von ihr durch^hrt worden ist und diese Behorde nun ersucht wird die internationale 
AiiJfJJZfli^^^^ ^r|e6m«g^e//7er solchen fiuherenVecherche zu stutzen. Die Recherche oder der Recherckenantrag ist durch 

Angabe der betreffenden Anmeldung (bzw. deren Ubersetzung) oder des Recherchenantrags zu bezeichnen, ^ 

Staat (Oder regionales Amt): • Datum (FagMonat/Jahr) : Aktenzeichen: 



Feld Nr. VIH KONTROLLISTE 



Diese internationale Anmeldung umfaCt: 



1. 


Antrag . : 


4 


Blatter 


2. 


Beschreibung : 


21 


Blatter 


3. 


AnsprQche : 


7 


Blatter 


4. 


Zusammenfassung : 


1 


Blatter 


5. 


Zeichnungen 


4 


Blatter 




Insgesamt : 


3 7 


Blatter 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend arigckreuzten Unterlagen bei: 
^' □ vSfS"''*^ ^'^^^^^ 5. O Blatt fUr die Gebtthrenberechnung 

6. 



□ Kopie der alJgemeinen 
Vollmacht 



□ Gesonderte Angaben zu hinter- 
legten Mikroorgamsmen 



3. I I Begrttndung ftlr das Fehlcn 7. I I Sequenzprotokollc fUr Nucleotide 
• 1 der Unterschrift i — I und/pder Aminosauren (Diskette) 

Nr. VI kennzeichnen): Scheck Nr. 695704 



Abbildung Nr. 



dcr Zeichnungen (falls vorhanden) soil mit der Zusammenfassung verOSentl 



, M\ .^.095705 

licht werdcn. 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



FORSCHUNGSZENTRUM JOLICH GmbH 

Dr. Ute Katscher 
Ang-AV Nr. 815/96 



Marina V r 1 i j 
^rr^Lothar Eggel i 
/prof^ Hermann Sahm 




1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser « <nnr* /Ift <0 ffcD^ 
internationalen Anmeldung: ^ ^ 1 g. USZ. iB96 ^ ^* SBy 


2.^Zeichinmgai 
yLl gangen: 

1 1 nicht ein- 
1 1 gcgangen: 


3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich, jcdoch 
fristBcrecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vcrvollstandigung dieser internationalen Anmeldung: 


4. Datum des fristgerechten Eingangs der angcforderten - 
Richtigstellungen nach Artikel 11(2) PCX: 


5. Vom Anmelder benannte to a / /^^ C? 
Internationale RecherchenbehOrde: loA / / 


6. 1 1 Obcrmittlung des Rccherchcnexcmplars bis zur 
1 — 1 Zahiung dcr RecherchengebOhr aufgeschoben 





Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Internationalen BQro: 



Formblatt PCT/RO/101 (letztes Blatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1996) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Forschungszentrum Julich GmbH 



Patent a nspriiche 



Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Aminosauren, bei 
dem die Exportcarrier-Aktivitat und/oder die Exportgen- 
Expression eines die entsprechende Arainosaure produzierenden 
Mikroorganismus erhoht wird. 

Verfahren nach' Anspruch 1, 

d a d u r c h g e k e n n 2 e i . c h n e t , 

dag die endogene Exportcarrier-Aktivitat des Mikroorganismus 
erhoht wird. 

Verfahren nach Anspruch 2 , 

dadurch gekennzeichnet,. 

daS diirch Mutation des endogenen Exportgens ein Carrier mit 
hoherer Export -Aktivi tat erzeugt wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3/ 
d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t, 

dais die Genexpression des Expoirtcarriers durch Erhohen der 
Genkopienzahl erhoht wird. 

Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS zur Erhohung der Genkopienzahl das Exportgen in ein 

Genkonstrukt eingebaut wird. 



Verfahren nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, . 

das das Exportgen in einen Vektor mit niedriger Kopienzahl 

eingebaut wird. 

Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, - , 

dadurch g e k e n n z e i c h n e t, 

daS das Exportgen in ein Genkonstrukt eingebaut wird, das 

dem Exportgen zugeordnete regulatorische Gensequenzen 

enthalt. 

Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch g e k e n . n z e i c h n e t , 

dafi die regulatorische Gensequenz eine fur die in Tabelle 1 
angegebene Aminosauresequenz und deren Allelvariationen ' 
kodierende Nukleotidsequenz aufweist . 

Verfahren nach Anspruch 8, 

dadurch g e k e n n z e i c h n e t , 

daS die regulatorische Gensequenz eine Nukleotidsequenz von 
Nukleotid 954 bis 82 gemaS Tabelle 2 odeir eine im 
wesentlichen gleichwirkende DNA-Sequenz aufweist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 9, 
dadurch ge ken n z e i c h n e t, , 
dag ein die entsprechende Aminosaure produzierender 
Mikroorganismus mit dem das Exportgen enthaltende 
Genkonstrukt transf ormiert wird. 

Verfahren nach Anspruch 10, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS ein Mikroorganismus der Gattung Corynebacterium mit dem 
das Exportgen enthaltende Genkonstrukt transf ormiert wird. 



12. Verfahren nach Anspruch. 10 oder 11, 
d a d u r c h g e k e n n z e- i c h net, 

dag fur die Transformation ein Mikroorganismus eingesetzt 
wird, in dem die an der Synthese der entsprechenden 
Aminosaure beteiligten Enzyme dereguliert sind: 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12, 
dadurch gekennzeich n e t, 

daS fiir die Transformation ein Mikroorganismus eingesetzt 
wird, der einen erhohten Anteil an 
Zentralstof fwechselmetaboliten enthalt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 13, 
dadurch gekennzeich net, 

daS das Export'gen aus einem Mikroorganismen-Stamm der 
Gattung Corynebacterium ispliert wird. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch g e k e n n z e i c h n e t , 

daS die Exportgensequenz durch Vergleich mit der Seque 
eines bereits bekannten Exportgens identifiziert wird. 



nz 



6. Verfahren nach Anspruch 15, \ - 
dadurch gekennzeichnet,' 

daS die von der zu identifizierenden Exportgensequenz 
abgeleitete Aminosauresequenz mit der in Tabelle 3 
angegebenen Aminosauresequenz oder deren Allelvariationen 
vergiichen wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Aiispruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Expprtgen- Expression durch Verstarkung der 
Transkriptionssignale erhoht wird. 



8. Verfahren nach einetn der ^vorhergehenden Anspriiche, 
dadurchgekennzeichnet, 

daS als Exportgen ein Gen mit einer fur die in Tabelle 3 
angegebene Aminosauresequenz und deren Alleivariationen 
kodierenden Nukleotidsequenz eingesetzt wiird. 

9. Verfahren nach Anspruch 18, 

dadurchgekennzeichnet, 
das als Exportgen e in Gen mit der Nukleotidsequenz von 
Nukleotid 1016 bis 1725 gemaS Tabelle 2 oder einer im 
wesentlichen gleichwirkenden DNA-Sequenz eingesetzt wird 

0 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche zur 
Herstellung von L-Lysin. 

L- Fur einen Aminosaure-Exportcarrier kodierendes Exportgen 

Exportgen nach Anspruch 21 mit einer fvir die in Tabelle : 
angegebene Aminosauresequenz und deren Alleivariationen 
kodierenden Nukleotidsequenz . . 



Exportgen nach Anspruch 22 mit der Nukleotidsequenz 
Nukleotid 1016 bis 1725 gemaS Tabelle 2 oder einer 
wesentlichen gleichwirkenden DNA-Sequenz. 



von 
im 



Exportgen nach einem der Anspriiche 21 bis 23 mit diesem 
zugeordneten regulatorischen Gensequenzen . 

Exportgen nach Anspruch 24, 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t, 
daS die regulatorische Gensequenz eine fur die in Tabelle 
angegebene Aminosauresequenz und deren Alleivariationen 
kodierende Nukleotidsequenz auf weist . 



I- ^ 



26. Export gen nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die regulatorische Gensequefiz eine Nukleotidsequenz von 
Nukleotid 954 bis 82 gemaS Tabelle 2 oder eine im 
wesentlichen gleichwirkenden DNA-Sequenz auf weist . 

27. Zur Regulation eines fur einen Aminosaure- Export carrier 
kodierenden Exportgeris geeignetes Regulatorgen tnit einer fur 
die in Tabelle 1 angegebene Aminosauresequenz und deren 

, Allelvariationen kodierenden Nukleotidsequenz. 

28. Regulatorgen nach Anspruch 27 mit der Nukleotidsequenz von 
Nukleotid 954 bis 82 gemaS Tabelle .2 oder einer im 
wesentlichen gleichwirkenden DNA-Sequenz. 

29. Genstruktur, enthaltend ein Exportgen nach einem der . 
Aiispruche 21 bis 26. 

30. Genstruktur, enthaltend eine regulatorische Gensequenz nach 
Anspruch 27 oder 28. 

31. yektor, enthaltend ein Exportgen nach einem der Anspruche 21 
bis 26 Oder eine Genstruktur nach Anspruch 29. 

32. Vektor nach Anspruch 31 mit niedriger Kopienzahl . 

33 . Vektor, enthaltend eine regulatorische Gensequenz nach 
Anspruch 27 oder 28 oder eine Genstruktur nach Anspruch 30. 

34. Transformierte Zelle, enthaltend in replizierbarer Form ein 
Exportgen nach einem der Anspruche 21 bis 26 oder eine 
Genstruktur nach Anspruch 29. 

35. Transformierte Zelle nach Anspruch 34, enthaltend einen 
.Vektor nach Anspruch 31 oder 32. 
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36. Transformierte Zelle nach Anspruch 34 oder 35, 
d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t, 
daS sie der Gattung Corynebacterium angehort . 

37. Transformierte Zelle nach einem der Anspruche 34 bis 36, 
dadurch gekennzeichnet,. 

daS in dieser die an der Synthese beteiligten Enzyme der 
Aminosaure, die mittels des Exportcarriers, fur das das in 
die transformierte Zelle ubertragene Exportgen kodiert, aus 
der Zelle ausgeschleust wird, dereguliert sind. 

38. Transformierte Zelle nach einem der Anspruche 34 bis 37, 
dadurch gekennzeichnet, 

daE sie einen erhohten Anteil an 

Zentralstof fwechselmetaboliten enthalt . 



erne 



39. Transformierte Zelle, enthaltend in replizierbarer Form 
regulatorische Gensequenz nach Anspruch 27 oder 28 oder eine 
Genstruktur nach Anspruch 30. 

40. Transformierte Zelle nach Anspruch 39, enthaltend einen 
Vektor nach Anspruch 33. , 

41. Fiir den Export von Aminosauren geeignete Membranproteine mit 
6 transmembranen Helices. 

■../'■ 

42. Membranprotein nach Anspruch 41 mit der in Tabelle 3 
angegebenen Aminosauiresequenz , wobei Tabelle 3 Bestandteil 
dieses Anspruches ist. 



43. Verwendung eines Ell^ortgens zur Steigerung der 
Aminosaureproduktion von Mikroorganismen . 



Veirwendung nach Anspruch 43, ' 
dadurch gekennzeichnet, 

dag ein mutiertes Exportgen, das fur ein Enzym mit erhohter 
Exportcarrier-Aktivitat kodiert, verwendet wird. 

Verwendung nach Anspruch 43 pder 44, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Aminosaure-produzierende Mikroorganismus mit einem 
Genkonstrukt, das ein Exportgen enthalt, transf ormiert wird. 

Verwendung nach Anspruch 45 , 

dadurch gek en n z e i c h n e t, 

daS das Genkonstrukt zusatzlich regulatorische Gensequenzen 
tragt. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 43 bis 46, 

dadurch gekennzeichnet, 

daE ein Exportgen aus Corynebacterium verwendet wird. 

Verwendung, nach einem der Anspriiche 43 bis 47, 
dadurch gekeniizeich n e t, 

daS als Aminosaure-produzierender Mikroorganismus 
Corynebacterium veirwendet wird. 
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BeschreiburLg \ 

Verfahren zur mikqrobiellen Herstellung von Atninosauren durch 
gesteige'rte Aktivitat von Exportcarriern 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobielleri Her- 
stellung von Aminosauren getnaS den Anspriichen 1 bis 20, Ex- 
port gene nach Anspruch 21 bis 2S , Regulatorgene nach Anspruch. 27 
und 28, Genstrukturen gemaS den Anspriichen 29 und 30, Vektoren 
nach Anspruch 31 bis 33, transf ormierte Zellen nach Anspruch 34 
bis 40, Membranproteine gemag Anspruch 41 und 42 sowie 
Verwendungen nach' Anspruch 43 bis 48. 

V 

Aminosauren sind von groSem wirtschaftlichen Interesse, wobei 
die Verwendung von Aminosauren vielfaltig ist -. So wird z .B. L- 
Lysin, wie auch L-Threonin, und L-Tryptophan als 
Futtermittelzusatz benotigt, L-Glutamat als Gewurzzusatz, L- 
Isoleucin und L-Tyrosin in der pharmazeutischen Industrie, L- 
Arginin und L-Isoleucin als Medikament, dder -L-Glutamat und L- 
Phenylalanin als Ausgangssubstanz zur Synthese von 
Feinchemikalien . 

Eine bevorzugte Methode zur Herstellung dieser verschiedensten 
Aminosauren ist die biotechnologische Herstellung raittels 
Mikroorganismen; denn auf diese Weise wird direktl die biologisch 
wirksame und optisch aktive Form der jeweiligen Aminosaure 
erhalten, und es konnen einfache und preisgiinstige Rohstoffe 
eingesetzt werden. Als Mikroorganismen werden z.B. 



Corynebacterium glutamicum und seine Verwandten ssp. flavuzn und 
ssp. lactofermentmn (Liebl et al.,lnt J System Bacteriol (1991) 
41:255-260) wie auch Escherichia coli und verwaridte Bakterien 
eingesetzt. 

Diese Bakterien produzieren die Aminosauren normalerweise aber 
nur in der zum Wachstum benotigten Menge, so daS also keine 
uberschuSigen Aminosauren gebildet und ausgeschieden werden. 
Dies ist darin begrundet, da& in der Zelle die Biosynthese der 
Aminosauren in vielfacher Weise kontrolliert wird. .Folglich sind 
bereits verschiedenste Verfahren bekannt, um die Produktbildung 
durch Ausschaltung der Kontrollmechanismen zu steigern. Bei 
diesen Prozessen werden z.B. Aminosaureanaloga eingesetzt, um " 
die effektive Regulation der Biosynthese ■ auszusohalten . So ist 
ein Verfahren beschrieben, bei dem , Corynebacterium-Stamme 
benutzt werden, die gegen L-Tyrosin- und L-Phenylalanihanaloga 
iresistent sind (JP 19037/1976 und 39517/1978) . Ebenso sind 
Verfahren beschrieben, bei denen gegeniiber L-Lysin- oder auch L- 
Threoninanaloga resistente Bakterien eingesetzt werden, um die 
Kontrollmechanismen zu iiberwinden (EP 0 205 849 Bl, UK Patent 
Application GB 2 152 509 A) . 

Weiterhin sind auch durch rekombinante DNA-Techniken 
konstruierte Mikroorganismen bekannt, bei denen ebenfalls die 
Regulation, der Biosynthese aufgehoben ist, indem die Gene,' die 
fur die nicht mehr feedback- inhibierbaren Schlusselenzyme 
kodieren, kloniert und exprimiert werden. So ist z.B. ein 
rekombinantes, L-Lysin produzierendes Bakterium mit plasmid- 
kodierter, feedback-res is tenter Aspartatkinase bekannt (EP 0 381 
527) . Ebenso ist ein rekombinantes, L-Phenylalanin 
produzierendes Bakterium mit feedback- resist enter 
Prephenatdehydrogenase beschrieben (jp 124375/1986, EP o 488 
424) . Daruber hinaus wurden auch durch Uberexpression von Genen, 
die nicht fiir feedback- sensitive Enzyme der Aminosauresynthese 
codieren, erhohte Aminosaureausbeuten erreicht . So wi'rd z.B. die 



Lysinbildung durch erhohte Synthese der " 
Dihydrodipicolinatsynthase verbessert (EP 0 197 335) . Ebenso 
wird durch erhohte Synthese der Threonindehydratase eine 
verbesserte Threoninbildung erreicht (EP 0 ,436 886 Al) . 

Weitere Versuche zur Erhohung der Aminosaureproduktion zielen 
auf eine verbesserte Bereitstellung der zellularen Primar- 
metabolite des Zentralstof f wechsels . So ist bekannt, daS die 
durch rekombihante Techniken erireichte Uberexpression der 
Transketolase eine verbesserte Produktbildung von L-Tryptophari, 
L-Tyrosin, oder L-Phenylalanin ermoglicht (EP 0 600 463 A2) . 
Weiterhin fiihrt die Reduktion der Phosphoenolpyruvatcarboxylase 
Aktivitat in Coxynehacterium zu verbesserter Bildung 
aromatischer Aminosauren (EP 0 3331 145). 

Diese vielfaltigen Versuche zur Produktivitatssteigerung sind 
insgesamt darauf gerichtet, die Limitation der cytosolischen 
Synthese der Aminosauren zu iiberwinden. Als eine weitere 
Limitation kbmmt grundsatzlich aber auch der Export der im 
Zelliiineren gebildeten Aminosauren ins Kulturmedium in Be- 
tracht; Daher gibt es vereinzelte Ansatze, diesen Export und 
damit die Wirtschaf tlichkeit der Aminosaureproduktion zu 
verbessern. So hat man die Zellpermeabilitat bei Coryne- 
bacterium durch Biotinmangel , Detergenz- oder Penicil- 
•linbehandlung erhoht . Diese Ausschleusehilf en waren jedoch 
ausschlieSlich bei der Glutamatproduktibn erfolgreich, wahrend 
die Synthese anderer Aminosauren auf diese Weise nicht 
verbessert werden konnte . Auch sind Bakterienstamme entwickelt 
worden, bei denen die Aktivitat des Sekretionssystems aufgrund 
chemischer Oder physikalischer Mutation erhoht ist. Es wurde 
dadurch beispielsweise ein Corynehacterium glutami cum- St amm 
erhalten, der sich durch eine verbesserte Sekretionsaktivitat 
insbesbndere fur die L-Lysinproduktion eignet (DE 42 03 32 0) . 



Insgesamt zeichnen sich alle bisher durchgef uhrten Versuche zur 
Erhohung der Sekretion zellintern gebildeter Aminosauren. dadurch 
aus, daS ein erhohter Efflux von Aminosauren aufgrund der 
gewahlten ungerichteten bzw. unspezif ischen Methoden nur durch 
Zufall erreicht werden konnte. Einzig in der Dfeutschen 
Patentanmeldung No. 195 23 279.8-41 ist ein Verf ahren be- 
schrieben, das es erlaubt, die Sekretion zellintern gebildeter 
Aminosauren ganz gezielt zu erhohen, indertf die Expression von 
fur den Import von Aminosauren kodierenden Genen erhoht wurde . 
Die dieser Vorgehensweise zugrundeliegende Erkenntnis/ daS die 
Zelle Importproteine fiir den Export von Aminosauren verwendet 
wie auch die Tatsache, daS Mikroorganismen von Natur aus keine 
uberschiissigen Aminosauren bilden und ausscheiden, legt die 
Vermutung nahe, dag fur den Aminosauretransport spezifische 
Exportgene bzw. -proteine gar nicht exist ieren, sondern daS aus 
der Zelle die Aminosauren uber andere Exportsysteme exkretiert 
werden. 

Die bisher bekannten Exportsysteme exportieren giftige 
Metallionen, toxische Antibiotika und hohermolekulare Toxine . 
Diese Exportsysteme sind relativ komplex auf gebaut : In der Kegel 
sind.Membranproteine der Cytoplasmamembran beteiligt, die jedoch 
nur eine Teilreaktion des Exports bewirken, so daS vermutlich 
fur den Transport zusatzliche, extracytoplasmatische 
Hilfsproteine erforderlich sind' (Dinh, T. et al . , A family of 
extracytoplasmic proteins that allow transport of large 
molecules across the outer membranes of gram-negative bacteria. 
J. Bacteriol. 1994, 176: 3825-3831). Desweiteren ist bekannt, 
daS bei dem sec- abhangigen Exportsystem fur extrazellulare 
Proteine .mindest ens 6 verschiedene Proteinkomponenten fur den 
Export essentiell sind. Dieser Stand der Technik legt die 
Vermutung nahe, daS ebenso die fur den Export von Aminosauren 
zustandigen, aber bislang unbekannten Systeme aus mehreren 
Proteinkomponenten bestehen bzw. mehrere Gene fur den Export von 
Aminosauren zustandig sind. Hinweis dafur konnten die von Vrljic 



et al . beschriebenen (J Bacteriol (1995) 177: 4021-4027) 
verschiedenen, im Lysinexport defekten Mutanten sein. 



Es wurde nunmehr uberraschenderweise gefunden, daS fiir. den 
Export von Aminosauren jeweils nur ein einziges, spezifisches 
Gen verantwortlich ist, so daS erf indungsgetnaS erstmals ein 
Verf ahren zur mikrobiellen Herstellung von Aminosauren zur 
Verfugung gestellt wird, bei dem gezielt die Exportgen- 
Expression und/oder die Exportcarrier-Aktivitat eines die 
entsprechende-Aminosaure produzierenden Mikroorganismus erhoht 
wird: Die aus dieser Verf ahrensweise resultierende, gesteigerte 
Expression bzw. Aktivitat des Exportcarriers fiihrt zu einer , 
erhohten Sekretionsrate, so daS der Export der entsprechenden 
Aminosaure erhoht ist. Auch akkumulieren derart veranderte 
Mikroorganismen ei'nen erhohten Anteil der entsprechenden 
Aminosaure im Kulturmedium. 

Zur Erhohung der Exportcarrier-Aktivitat wird insbesondere die 
fendogene Aktivitat eines Aminosaure -produzierenden 
Mikroorganismus erhoht. Eine Erhohung der Enzymaktivitat kann 
beispielsweise erreicht werden, indem durch Veranderung des 
katalytischen Zentrums ein erhohter Substratumsatz erfolgt Oder 
indem die Wirkung von Enzyminhibitoren aufgehoben wird. Auch 
kann eine erhohte Enzymaktivitat durch Erhohung der 
Enzymsynthese, beispielsweise durch Genampiif ikationen oder 
durch Ausschaltung von Faktoren, die die Enzym-Biosynthese 
reprimieren, hervorgeruf en werden. Die endogene Exportcarrier- 
Aktivitat wird vorzugsweise durch Mutation des' endogenen 
Exportgens erhoht. Derartige. Mutationen konnen entweder nach 
klassischen Methoden ungerichtet erzeugt werden, wie 
beispielsweise durch UV-Bestrahlung oder mutationsauslosenden 
Chemikalien, oder gezielt mittels gentechnologischer Methoden 
wie Deletion (en) , Insertion (en) und/oder Nukleotidaustausch(e) - 
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Die Exportgen-Expression wird durch Erhohen der Genkopienzahl 
und/oder durch Verst arkung regulatorischer Faktoren, die die 
Exportgen-Expression positiv beeinf lussen, erhoht . So kann eine 
Verstarkung regulatorischer Elemente vorzugsweise auf der 
Transkriptionsebene erf olgen, indem insbesondere die 
Transkriptionssignale erhoht werden. Dies kann beispielsweise 
dadurch erfolgen, daB durch Veranderung der dem Strukturgen 
vorgeschalteten Promotorsequenz der Promoter in seiner 
Wirksamkeit erhoht wird oder indem der Promotor komplett durch 
wirksamere Promotoren ausgetauscht wird. Auch kann eine. 
verstarkung der Transkription durch entsprechende Beeinf lufiurig 
eihes dem Exportgen zugeordneten Regulatorgens" erfolgen, wie 
weiter unten ausgefuhrt wird. ' Daneben ist aber auch eine 
Verstarkung der Translation moglich, indem beispielsweise die 
Stabilitat der m-RNA verbessert wird. - 

Zur Erhohung. der Genkopienzahl wird das Exportgen in ein , - 

Genkonstrukt bzw. in einen Vektor eingebaut, vorzugsweise in 
einen Vektor mit niedriger Kopienzahl . Das Genkonstrukt enthalt 
insbesondere dem Exportgen zugeordnete regulator ische 
Gensequenzen, vorzugsweise solche, die die Genexpression 
verstarken. Die regulatorischen Gensequenzen weisen insbesondere 
eine fur die in Tabelle 1 angegebene Aminosauresequenz oder 
deren Allelvariationen kodierende Nukleotidsequenz bzw. eine 
Nukleotidsequenz von Nukleotid 95,4 bis 82 gemaS Tabelle 2 oder 
eine im.wesentlichen gleichwirkende DNA-Sequehz auf. 
Allelvariationen bzw. gleichwirkende DNA-Sequenzen umfassen ' 
insbesondere funktionelle Derivate, die durch Deletion (en) , 
Insertion (en) und/oder Substitution (en) von Nukleotiden aus 
entsprechenden Sequenzen erhaltlich sind, wobei aber die 
Regulatorprotein-Aktivitat bzw, -Funktion erhalten bleibt oder 
sogar erhoht ist: So kann durch Mutation der regulatorischen 
Gensequenz die Effektivitat der Bindung des Regulatorproteins an 
die DNA des zu regulierenden Exportgens so beeinf luStsein, daS 
dadurch die Transkription verstarkt und somit die Genexpression 
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erhoht ist. Desweiteren konnen dem Exportgen als regulatorische 
Sequenzen aber auch sog. "enhancer" zugeordnet sein, die iiber 
eine verbesserte Wechselwirkung zwischenRNA- Polymerase und DNA 
ebenfalls eine erhohte Exportgen-Expression bewirken. 

Fiiir den Einbau des Exportgens in ein Genkonstrukt wird das 
Exportgen vorzugsweise aus einem Mikroorganistnen-Stamm der 
Gattung Corynehacterium isoliert, und mit dem das Exportgen 
enthaltende Genkonstrukt' ein die entsprechende Aminosaure 
produzierender Mikroorganismen-Stamm, insbesondere 
Corynebacterium, transf orraiert . Die Isolierung und 
Transformation des entsprechenden Transportgens erfolgt nach 
gangigen Methoden: Im Falle der Isolierung und Klonierung eines 
Transportgens aus Corynebacterium eignet sich beispielsweise die 
Methode der homologen Komplementation einer exportde.f ekten 
Mutante (J Bacterid (1995) 177: 4021-4027) . Falls keine direkte 
Klonierung des Strukturgens moglich ist, kann zunachst auch die 
Insertion von Vektorsequenzen in das Transportgen erfolgen, um 
es dann iiber. "plasmid-rescue"in Form inaktiver Fragmente zu 
isolieren. Fur-das erfindungsgemaSe Verfahren eignen sich 
insbesondere Gene aus . C. glutainicum ATCC 13 032 oder C. 
Sriutamicuin ssp. flavum ATCC 14067 oder auch C. glutamicum ssp. 
lactofermentum ATCC 13869. Nach Isolierung der Gene und deren in 
vitro-Rekombination mit bekannten Vektoren (Appl Env Microbiol 
(1989) 55: 684-688; Gene 102 (1991) 93-98), erfolgt die 
Transformation^ in die Aminosaure-produzierenden Stamme durch 
Elektroporation (Liebl et al. (1989) FEMS Microbiol Lett 65: 
299-304) Oder Konjugat ion (Schafer et a 1 . (1990) J Bacterid 
172: 1663-1666) . Fur. die Ubertragung werden vorzugsweise 
Vektoren mit niedriger Kopienzahl eingesetzt . Als Wirtszellen ' 
werden vorzugsweise solcheAminosaureproduzenten eingesetzt, die 
in der Synthese der entsprechenden Aminosauren dereguliert sind 
und/oder die einen erhohten Anteil an 
Zentralstof fwechselmetaboliten enthalten. 
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Nach Isolierung sind Exportgene mit Nukleotidsequenzen 
erhaltlich, die fiir die in Tabelle 3 angegebene 

Aminosauresequenz oder deren Allelvariationen kodieren bzw. die 
die Nukleotidsequenz von Nukleotid 1016. bis 1725 gemaS Tabelle 2 
Oder eine im wesentlichen gleichwirkende DNA-Sequenz aufweisen. 
Auch hier umfassen Allelvariationen bzw. gleichwirkende DNA- 
Sequenzen insbesondere funktionelle Derivate im oben fur die 
regulatorischen Sequenzen angegebenen Sinne . Diese Exportgene 
werden vorzugsweise im erf indungsgemaSen Verfahren eingesetzt. 

Dem Exportgen mit oder ohne vorgeschaltetem Promotor bzw. mit 
Oder ohne zugeordnetem Regulatorgen konnen ein oder mehrere DNA- 
Sequenzen vor- und/oder nachgeschaltet sein, so daS das Gen in 
einer Genstruktur enthalten ist . 

Durch Klonierung von Exportgenen sind Plasmide bzw. Vektoren 
erhaltlich, die das Exportgen enthalten und - wie bereits oben 
erwahnt - zur Transformation eines Aminosaure-Produzenten 
gee ignet sind. Die durch Transformation erhaltlichen Zellen, bei 
denen es sich vorzugsweise urn transf drmierte Zellen von 
Corynebacterlum handelt, enthalten das Gen in replizierbarer 
Form, d.h. in zusatzlichen Kopien auf dem. Chromosom, wobei die 
Genkopien durch homolpge Rekombination an beliebigen Stellen des 
Genoms integri art werden, und/oder auf einemPlasmid bzw. 
Vektor . 

Es sind eine Vielzahl von Seqiienzen bekannt, die fiir Membran- 
proteine unbekannter Funktion kodieren. Durch die erfindungs- 
gemaSe Bereitstellung von Exportgenen, wie beispielsweise des 
Exportgens mit der Nukleotidsequenz von Nukleotid 1016 bis 1725 
gemaS Tabelle 2, bzw. der entsprechenden Exportproteine, wie 
z.B.-das mit der Aminosauresequenz gemaS Tabelle 1, konnen 
nunmehr Membranproteine, deren Funktion der Transport von 
Aminosauren ist, durch Sequenzvergleich identif iziert werden. 
Das damit identif izierte Exportgen kann anschlieSend zur 



Verbesserung der Aminosaureproduktion nach dem erfin- 
diingsgemaBen Verfahren eingesetzt werden. 

Die aus dem Stand der Technik bekannten Membranproteine be- 
sitzen in der Regel 12, zum Teil auch 4 transmembrane Helices. 
Es wurde, nunmehr uberraschenderweise gefunden, dag uiie fur den 
Export von Aminosauren zustandigen bzw* geeigneten 
Membranproteine 6 transmembrane Helices aufweisen (vgl . z.B. die 
in Tabelle 3 auf gef uhrte Aminosauresequenz eines Exportproteins/ 
bei der die 6 transmembranen Bereiche durch Unterstreichen 
kenntlich gemacht sind) . Damit liegt hier eine bisher noch nicht 
beschriebene und somit neue Klasse von Membranproteinen vor. 
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Aus f iihirungsbei spi el e 

a) Klonierung eines Exportgens und Kionierung eines Regulators 
aus Corynebacterium glutamicxmi 

Chromosomale DNA aus C. glutamicum R127 (FEMS Microbiol Lett 
.(1989) 65: 299-304) wurde, wie bei Scharzer et al. 
(Bio/Technology (1990) 9: 84-87) beschrieben, isoliert. Diese 
wurdfe mit detn Restriktionsenzym Sau3A gespalten und durch 
Saccharose -Gradienteri-Zentrifugat ion, wie bei Sambrook et al . 
(Molecular Cloning, A laboratory manual (1989) Cold Spring 
Harbour Laboratory Press) beschrieben, aufgetrennt . Die 
. einzelnen Fraktion'en wurden gelelektrophoretisch auf ihre ■ GroSe 
hin analysiert und die Fraktion mit einer FragmentgroSe von etwa 
6^10. kb zur Ligation mit dem Vektor pJCl eingesetzt. .Dazu wurde 
der Vektor pJCl m-it BamHI linearisiert und dephosphoryliert.. 
Funf ng davon -wurde mit 20 ng der chromosomalen 6-10 kb 
Fragmente ligiert. Mit dem gesamten Ligationsansatz wurde die 
exportdefekte Mutante NA8 (J Bacterid (1995) 177: 4021-4027) 
durch Elektroporation (FEMS Microbiol Lett (1989) 65: 299-304) 
transformiert. Die Transf ormanten wurden auf LBHIS (FEMS 
Microbiol Lett (1989) 65: 299-304) mit 15 /.g Kanamycin pro ml 
selektioniert. Diese Transf ormanten wurden umf angreichen 
Plasmidanalysen unterzogen, indem 200 der insgesamt 4500 
erhaltenen Klone einzeln angezogen, und deren Plasmidanteil, und 
-groEe bestimmt wurden. Im Durchschnitt trug etwa die Halfte der 
untersuchten Kanamycin-resistenten Klone ein rekombinantes 
Plasmid mit einem Insert der durchschnittlichen GroEe von 8 kb ■ 
Damit ergibt sich eine, Wahrscheinlichkeit von 0,96 fur die 
Anwesenheit jedes x-beliebigen Gens aus C. glutamicum in der , 
errichteten Genbank. Die 4500 erhaltenen Transf ormanten wurden 
alle einzeln auf Wiedererhalt der Lysinsekretion gepruf t . Dazu 
wurde das von Vrljic beschriebene System zur Induktion der L- 



Lysinausscheidung in Corynebacterium glut^icum eingesetzt (J 
Bacteriol (1995) 177: 4021-4027). Dazu warden sogenannte 
Minimalmedium-Indikatorplatten hergestellt, die pro Liter 20 g 
(NU^)2^0^, 5 g Harnstoff / 1 g KH2PO4, 1 g K^HPO^ , 0,25 g MgSO^ x 
7 H2O, 42 g Morpholinopropansulfon-saure, 1 ml CaCl2 (1 g/lOO 
ml), 750 ml dest . , 1ml Cg Spuren-salze, 1 ml Biotin , (20 mg/lOO 
ml), pH7, 4 % Glukose 1,8 mg Protokatechusaure, 1 mg FeSO^ x 7 
H2O, 1 mg MnSO^ x H2O, 0,1 trig ZnSO^ x 7 H2O, 0,>02 mg CuSO^ , 
0,002 mg.NiCl2 ^ ^2*^' ^0 g Agar-Agar, sowie 10^ Zellen/ml der 
Lysin-auxotrophen C. glutamicum Mutante 49/3 enthielten. Die 
urspriinglichen 4500 Trans formant en wurden alle einzeln mittels 
Zahnstocher auf die Indikatorplatten gepickt , mit jeweils einer 
Kontrolle des urspriinglichen Nichtausscheiders NA8 {J Bacterid 
(1995) 177: 4021-4027) und des Ausgangsstammes R127. Parallel - 
wurden jeweils 2 Platten beimpft, von denen nur eine zusatzlich 
5 mM L-Methionin enthielt, um so die Lysinausscheidung zu 
induzieren. Die indikatorplatten wurden bei 30 *=*C inkubiert, und 
nach 15, 24 und 48 Stunden untersucht . Insgesamt wurden- so 29 
Klone erhalten, die auf der mit Methionin versetzten Indikator- 
platte einen Wachstumshof durch . den Indikationsstamms 49/3 
zeigten. Die Klone wurden vereinzelt, und dann erneut , wie oben 
beschrieben, auf Wiedererhalt des Wachstumshof s gepriif t . Auf 
diese Weise wurden die zwei Klone NAB pMV8-5-24 und NA8 pMV6-3 
erhalten, die die Fahigkeit wiedererhalten hatten, Lysin 
auszuscheiden . 

Von diesen Klonen wurden Plasmidpraparatipnen, wie bei Schwarzer 
et al. (Bio/Technology (1990) 9: 84-87) beschrieben, 
durchgef uhrt . Durch Retrans format ion in NA8 wurde der 
plasmidgebundene Effekt der Auscheidung von L-Lysin bestatigt. 
Beide Plasmide wurden einer Restriktionsanalyse unterzogen. 
Plasmid pMV8-5-24 tragt ein. Insert von 8,3 kb, und pMV6-3 eines 
von 9,5 kb. Die physikalische Kartierung der Inserts zeigt Figur 
1. 



b) Subklonierung eines DNA- Fragments, das den Lysinexport 
rekonstituiert 



Vom Insert des Plasmids pMV6-3 wurden unter -Nut zung der 
bestirnmten Restriktionsschnittstellen einzelne Subklone 
hergestellt. So wurde das 3,7 kb Xhol -Sal I- Fragment , das 2,3 kb 
BamHI- Fragment und das 7,2 kb BairiHI- Fragment mit dem 
entsprechend geschnittenem und behandeltem Vektor pJCi (Mol Gen 
Genet (1990) 220: 478-480) ligiert . Mit den Ligationsprodukten 
wurde direkt C. glutamicum NA8 transformiert , die Transf ormanten 
wie oben beschrieben auf Wiedererhalt der Lysinausscheidung 
gepriift und die Anwesenheit des Subklons durch 

Plasmidpraparation und Restriktionsanalyse bestatigt. Auf diese 
We ise wurde als kleinster Subklon der Stamm mit Plasmid pMV2-3 
erhalten (Figur l) . Dieses, den Lysinexport vermittelnde 
Fragment enthalt als Insert das 2,3 kb SairiHI -Fragment aus pMV6-; 



3 . 



c) Sequenz des Lysinexport gens lysE und dessen Regulators lysG 

Die Nukleotidsequenz des 2,3 kb BanjHI-. Fragments wurde nach der 
Dideoxy-Kettenabbruch-Methode von Sanger et al . durchgefuhrt 

(Proc Natl Acad Sci USA (1977) 74: 5463-5467), und die 
Sequenziereaktionen mit dem AutoRead Sequencing kit von 
Pharmacia' (Uppsala, Sweden) . Die elektrophoretische Analyse 
erfolgte mit dem automatischen Laser- Flureszenz. DNA 
Sequenziergerat (A.L.F.) von Pharmacia-LKB (Piscataway, NJ, 
USA) . Die erhaltene Nukleotidsequenz wurde mit dem Programmpaket 
HUSAR (Release 3.0) des Deutschen Krebsf orschungszentrums 

(Heidelberg) analysiert . Die Nukleotidsequenz und das Ergebnis 
der Analyse ist in Tabelle 2 wiedergegeben . Die Analyse ergibt 
zwei vollstandige offene Leseraster (ORF) auf dem sequenzierten 
DNA-Stiick. ORFl kodiert fiir ein Protein mit einer Lange von 23 6 
Aminosauren, ORF2 fur eins mit einer Lange von 290 Aminosauren. 
Das von ORFl abgeleitete Protein zeigt eine Haufung hydrophober 



Aminosauren, wie sie fiir membranstandige Proteine 
.charakteristisch ist . Die detaillierte Analyse der Vert ei lung 
der hydrophoben und hydrophilen Aminosauren mit dem Programm 
PHD, HTM (Protein Science (1995) 4: 521-533) ist in Tabelle 3 
gezeigt. Daraus ergibt sich, daS das Protein sechs hydrophobe 
Helixbereiche enthalt, die die Membran durchqueren Damit 
handelt es sich bei diesem Protein um den gesuchten Exporter der 
Aminosaure L-Lysin. Das entsprechende Gen wird deswegen im 
Folgenden als lys£:. bezeichnet . Es ist entsprechend in Tabelle 2 
markiert. 0RF2 wird in Gegenrichtung zu ORFl transkribiert . Die 
Sequenzanalyse zeigt, daS ORF2 hohe Identitat mit Regulatorgenen 
hat, die als eine Familie zusammengef aSt werden (Ann Rev 
Microbiol (1993) 597-626) . Gene dieser Familie regulieren die 
Expression der verschiedensten an katabolen oder anabolen 
Prozessen beteiligter Gene in positiver Weise. Im Folgenden wird 
ORF2 deswegen als lysG (Govern = Regulieren) bezeichnet . Wegen. 
dieser Zuordnung, und well . lysF nur zusammen mit lysG kloniert 
(siehe a)), und subkloniert werden konnte (siehe b) ) , ist lysG 
Regulator von lysE und somit ebenfalls am Lysinexport beteiligt. 
Das Gen lysG und dessen abgeleitete Aminosauiresequenz sind - 
ebenfalls in Tabelle 2 bzw. Tabelle 1 gezeigt. 

d) Identif izierung eines unbekannten Membranproteins aus 
Escherichia, coli durch Sequenzvergleich 

Mit den etablierten Sequenzen gemafi Tabelle 3 konnen bereits 
existierende Sequenzbanken durchsucht werden, um so den von 
sequenzierten Bereichen abgeTeiteten Proteinen eine Funktion 
zuzuordnen- Entsprechend *wurde die Aminosauresequenz des 
Lys inexpert ers aus C. glutamicum unter Zuhilfenahme des 
Programmpakets HUSAR (Release 3.0) des Deutschen 
Krebsforschungszentrums (Heidelberg) mit abgeleiteten Protein- 
Sequenzen aller dort deponierten DNA-Sequenzen verglichen, Zu 
einer einzigen Sequenz bisher unbekannter Funktion aus E. coli 
ergab sich eine hohe Homologie von 39,3 % identischen 



Aminosauren, und 64 , 9 % ahnlichen Aminosauren . Der Vergleich ist 
in Figur 2 gezeigt,. Das bislang nicht charakterisierte offene 
Leseraster aus F. coli ist uber dieses Verfahren damit als ein 
Aminosaureexportgen identif iziert . 

e) Gesteigerter Export intrazellular akkumulierten, L-Lysins 

Der Stamm C. glutamicum NA8 (J. Bacteriol (1995) 177: 4021-4027) 
wurde mit Plasmid pMV2-3 transf ormiert , und die L- 
Lysinausscheidung der Statnme verglichen. Dazu wurden NA8 und • 
NA8pMV2-3 in Komplexmedium wie bei Vrl-jic et al . (J Bacteriol 
(1995) 177: 4021-4027) beschrieben angezogen, und das 
Ferment a tionsmedium CGXII (J Bacteriol (1993) 175: 5595-5603) ' 
jeweils getrennt beimpft. Das Medium enthielt zusatzlich 5 mM L- 
Methionin,. urn die 'intrazellulare . L-Lysinbiosynthese zu . 
induzieren. Nach Kultivierung. fur 24 Stunden bei 30 °C auf dem 
. Rotationsschiittler bei 140 Upm wurde zellinterne und externe . L- 
Lysinbestimmungeri durchgefiihrt. Zur • zellinternen Bestimmung 
wurden Silikonolzentrifugationen durchgefuhrt (Methods 
Enzymology LV (1979) 547-567); die Bestimmung der Aminosauren 
erfolgte mittels Hochdruckf lussigchromatograf ie (J Chromat 
(1983) 266: 471-482). Diese Bestimmungen wurden zu verschiedenen 
Zeiten, wie in Figur 3 angegeben, durchgefuhrt. Entsprechend dem 
benutzten Verfahren wird das angestaute zellinterne L-Lysin also 
durch pMV2-3 vermehrt ausgeschieden und akkumuliert. 
Entsprechend ist erwartungsgemaS auch das zellintern vorhandene 
L-Lysins stark reduziert. Somit stellt die Nutzung des 
entdeckten und beschriebenen Exporters ein Verfahren dar, urn die 
L-Lysinbildung entscheidend zu verbessem. 

f ) Gesteigerte Akkumulation von L-Lysin durch lysE oder lysEG 



Vom Subclon PMV2-3, der- das sequenzierte 2374 bp BamHI- Fragment 
in pjci enthalt (siehe Figur 1) , wurde entsprechend der 
Sequenz information das lysE tragende 1173 bp PvuII-Hindll 



Fragment in pZl (ApplEnv Microbiol (1989) 55: 684-688) ligiert 
und so das Plasmid plysB erhalten. Dieses Plasmid, sowie das 
lysElysG tragende Plasmid pMV2-3 wurde durch Elektroporation in 
C. glutamicum Stamm d eingefvihrt, indent . chromosomale Bereiche 
deletiert sind. Die erhaltenen Stamme C. glutamicum d pMV2-3, C. 
glutamidum d^lysE. C. gl u t ami cum pJCl wurden wie unter e) 
beschrieben zuhachst auf Komplexmediutn vorgezogen, dann in 
Produktionstninimalmedium CGXII -zusammen mit 4% Glukose und 5 tnM 
L-Methionin kultiviert, und Proben zur Bestimmung des 
akkumulierten L-Lysins entnommen: Wie aus Figur 4 ersichtlich, 
wird durch lysElysG eine Steigerung der Lysinakkumulation 
gegenuber der Kontrolle erreicht. Die plysE wird durch dieses 
Verfahren eine auSerordentlich gesteigerte Akkumulation von 4,8 
auf 13,2 mM L-lysin erreicht. 



PCT/DE 



Legenden der Tabellen und -Figuren: 

Tabelle 1: Die Aminosauresequenz des Lysinexporter-Regulatof s 
aus Corynebacterium glutamicum, mit dem fvir DNA-bihdende 
Pro.teine typischen Helix-Turn-Helix Motif . 

Tabelle 2 (drei Seiten) : Die Nukleotidsequenz des fur den 
Lysinexporter und Lysinexport -Regulators codierenden Bereichs 
aus C. glutamicum. 

Tabelle 3 : Die Aminosauresequenz des' Lysinexporters aus 
Corynebacterium glutamicum. mit den idehtif izierten 
transmembranen Helices TMHl bis TMH6 . . ' 

Figuf 1: Die durch die Klonierung erhaltenen DNA-Fragmente in 
PMV6-3 und pMV8r5-24, die die Lysinsekretion bewirken, sowie ' der 
aus PMV6-3 hergestellte Subklon pMV2-3, der ebenfalls die 
Lysinsekretion bewirkt und sequenziert wurde.B, SamHI; Sm, SmaT; 
Sc, Sad; SI, Sall;K, Hindll; X, Xhol. 

Figur 2: Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenz von LysE 
aus C. glutamicum' (oben) , mit einem Genprodukt bislang 
linbekannter Funktion aus Escherichi coli (unten) , das dadurch 
als Exportcarrier identifiziert ist. 

Figur 3: Gesteigerter Lysinexport durch pMV2-3 mit C. glutamicum 
NA8. Oben, die Kontroile mit geringer Ausschei dung und 
zellinternem Anstau von Lysin bis etwa 150 mM. Unten die durch 
PMV2-3 bewirkte hohe Ausscheidung mit zellinternem nur geringem 
Anstau von etwa 3 0 mM. 

Figur 4: Die Steigerung der Lysinakkumulation in C. glutamicum 
durch lysElysG (pMV2-3) (mittlere Kurve) , und die durch lysE 
iplysE) bedingte Akkumulation (obere Kurve) . 
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Tabelle 1 



GGTAAACGACTTCCACAATGAGACGGACCGGGTTAAGGACGCCCGCTTCTTCACTTTTTG, 

• - . - • . 120 

f-LysG 

ggacttggaaaagtcttcattgattccggcgttagggagctaacgacgtagtt'gctgccg 

-prlgeiaadvva 

cagacactcagatcgatctctagatctaa^tccgcggtAgcaacggttatgtagccacA 

DT L R A L S R S E LRW-RQWYM P T 



180 



cagttacccatagagtagctcctcctagtgaagaggacgaaaatcgtaccctcgtcgaac ^ ° 

° ^ E D L L I V E GAKLMPAAQ 

ccaaagcccttcttcaggggttggttccg^agccgcttaAcggagtggttttggaaggcg 

T E p. L L G W G L G R R I A E G F G E A 

gctgccctgttacctatgcgcggacgcggggtgtcctggtagctgcgcgggcaggtccag 

S P V.I S V R R R G V P G D V R G D L D 

,,tgccagaacttcgtgtagaaaccctggcttcgcattctgcccgtagcgtcgggttagatc " ^ ° 

R D Q L V D K P G F R L V P M A A W D l' 

aaagggtagttggtacatccgtagggcgttactcccccaacgttaccggttcaccgcgta ^ ° 

K G D V M Y A D R L S P. T A I ,A L H R M 

ccaaggttcaagatgatgaAgtgWgcc^tgccctaatcgaagtgcccaatggcgag^ 

T G L- E V V E C G A V P N A E R T V A G 

ATTTTGTAGAGGTGCGGCGTCGTTCCTATTACACACGCG^GTAGAAGGTTCGCGfCG^A 
L V D G R R L L S- L T H A E D E L R l"t 

CTCGCAACGAGGTGGGGTTCTTCGATGGA6CAACTTGTGCCCTCCTTTGGTACACCTATC '^^^ 
LTAGGWSAVEN FVPP F WTS L' 

GCTTAGACGCAACTACCGCTACCAATTGCCCTAAAGTCGTTCCGCAGGTCTATCAACGCG 
S DAN I A I T L P I E A L R G S L Q A. 

aaatcaaagacgaacgtcgttgtggtaaaAggcgcgacgaacgtgttcctgaagtgggcg 

KT EAQLLVMKR.AA QV LV E G . A 

aagccaacgaaaccggccaacccacgcgctatggttgtgagctgggtgcactacgagctc ^ ° 

E T AKAPQTR SVLVRGV .HHE.L 

tcgaaattgcgcgactgagtggcggctccccctttacctttcccgattcctccgcggaag • 

AKVRQS VA SPSISLAESAGE 

Tabelle2 



CTTCGACGGAAGTAGTTACTAACTGTCGTTTCACAGGTCAACTTACCCCAAGTA— - — 5 ' 
5 — TGCCTTCATCAATGATTGAGAGCAAAGTGTCCAGTTGAATGGGGTTCATGAAGCT 
FSGEDII .S^LL TDLQIPNM 

ATATTAAACCATGTTAAGAACCAATCATTTTACTTAAGTACTTCCATAGGTCACGATGGT '^^^^ 

M V 

; f-LysE—> 



GATCATGGA7VATCTTCATTACAGGTCTGCTTTTGGGGGCCAGTCTTTTACTGTCCATCGG 
IMEIFI TGLLLGASL L LSIG 



1080 



ACCGCAGAATGTACTGGTGATTAAACAAGGAATTAAGCGCGAAGGACTCATTGCGGTTCT '^^'^^ 
P QN VLVI KQ GI KRE .GLIAVL 

TCTCGTGTGTTTAATTTCTGACGTCTTTTTGTTCATCGCCGGCACCTTGGGCGTTGATCT ^^^^ 
LVCL ISD VFLFI AGT LGVDL 

TTTGTCCAATdCCGCGCCGATCGTGCTCGATATTATGCGCTGGGGTGGCATCGCTTACCT ^ ^ 
-LS NAAP I V L D I M RX^GG I AY L 

GTTATGGTTTGCCGTCATGGC AGCGAAAGACGCCATGACAAACAAGGTGGAAGCGCCACA ^ ^ " ^ 
LWFA VMAAKD AMTNKVEAPQ 

GATCATTGAAGAAACAGAACCAACCGTGCCCGATGACACGCCTTTGGGCGGTTCGGCGGT ^^^^ 
IXEETEPT .VPDDT-PLGGSA V. 

GGCCACTGACACGCGCAACCGGGTGCGGGTGGAGGTGAGCGTCGATAAGCAGCGGGTTTG ^ ^ ^ 
^1'DTRN RVR VEVS VD KQRVW 

GGTAAAGCCCATGTTGATGGCAATCGTGCTGACCTGGTTGAACCCGAATGCGTATTTGGA "^^^^^ 
VKPM L MAI VLTWLNPNAYLD 

CGCGTTTGTGTTTATCGGCGGCGTCGGCGCGCAATACGGCGACACCGGACGGTGGATTTT ^ 
A F V F I G G V G A Q Y G D T G R W I F 

CGCCGCTGGCGCGTTCGCGGCAAGCCTGATCTGGTTCCCGCTGGTGGGTTTCGGCGCAGC ^^'^^ 
AA GA F AA S L I W F P L VG F GAA 

AGCATTGTCACGCCCGCTGTCCAGCCGCAAGGTGTGGCGCTGGATCAACGTCGTCGTGGC ^ ^ ^ ^ 
A L S R P L S S P K V W R W I N V V V A 



Tabelle 2 (fortgesetzt) 



PCJ/DE 26 / 0 



' - ... . 1740 

/- orf3 

~ N E R T K , 
5' CTACTGGCGTAACCGGTAGTTTGACTACAACTACCCAATCAAAAGCGCCCAAAA 
AGTTGTGATGACCGCATTGGCCATCAAACTGATGTTGATGGGTTAGTTTTCGCGG 5 ' 

V VM TALAIKLM LMG- 

LysE y ' 

• - ■ - . . . 1800 

CCTTAGCCACCGGAAGCGGGTTTACAACTACGGCCGCAGCACCCTTTAGAGTAGCTAGCG 
S D T A K A r N . I G A D H S I E D 1 A 

' ' : • . .18 60 

GAGGTTGAGCCGCAGTCTTTTGAGGTTCAACAACTCACTTAGTTCCGACAACAGGTCGAC 
ELEADSFELNNLSDLSND LQ. 

• - . . 1920 

GAGTTGACTGCXTCGTGGTTAGTTACGTGACCAGTGCCATAGGCGCGGCATGAGAGGAAC 
E V S S A G I L A S T V T ' D A G . Y E G . Q 

- . . 1980 

GAGCGCGTCGTGGGTACGTTCGCGGTAGACGCGTTCACTGACGGGCGCAAGGACCCGCTA 
E R L V WAL A MQAL S Q G R E QA I 



CAGTAACTCGAACGCCTGGTATAGTTATAACAAGTGCAAGTTGTACGGGAGTCTGTCCCT 
D N L KR VM'D I N NV N L M G E S L S 

GAATGGGACCGACCGCGCCCTTGGGAGACCTTAAGGTAGCTCTATAAACAGGCACTCGTC 
KGQSA.RSGE PXGDLY KDTLL 

CGGGACGCGTTCACCACTCTTTCGTTACTGCGGTTCTGGTAACAACCGTCGACTGACGTt 
GQAL P S FA X- V GLGNNAASQ L 

GTTCAAGAGTGGCAGTAGCGGGCCT^GGAGGTGGGTTGCTAATTACTACCTTATCGAACC 
L N E G D D G P E E VW R. N I I S Y S P 

GACTACTTAGTCTTCGCCCGTCGGGAGGAGGCGGTACTTGAGTCGGCGGAGGCGACACTC 
Q H I L I, P C G E E AM F E A A E^A T L 

GAGACCTGGCATCCTTCTTTATGGGTGCATTTCTCGGAAAGGTCTGCGTTGTTACAGTGC 
E P G Y S S X GV Y LAKGS A V I D R 



20 4 0 



2100 



2160 



2220 



2280 



.2340 



2374 



GTTACGCATGTACCAAAGAAGGTTTCCTCATAGA 
LAYMTEELPTD 



Tabelle 2 (fortgesetzt) 
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Tabelle 3 



Sm 



Sc 



I SI H H B X 11 

M .1 . 1 I . . 1 , I . , I I 



Sc 



2000 1000 , 6000 8000 

i 1 1 1 1 I I ■ I • 1 ■ I . ■ 



Lysinsekretion 

pMV6-3 + 

pMV8-5-24 + 
pMV7-2 

pMV3-7 - 

pMV2-3 + 



CgLysE 1 MVI ME I FI TGLLLGAS LLLS T r;PQNVI.VI KQGI KREGLI AVLLVCLI 



' EcYgga 1 



. spy 50 

= : I • : I I M . : I : - I M : I : [ : | : | M I : 
-MILPLGPQNAFVMNQGIRRQYHIMIAJLLCAISDL 34 



CgLysE 51 FLFIAGT LGVDLL SNA APIVLDIMRWGGiAyt.LWF iqo 
EcYgga 35 VLICAGI FGGSALLMQSPWLIALVtWGGVAFLLWY^ 83 



CgLysE 101 PQI lEETEPTVPDDTPLGGSAVATDTRNRVRVEVSVDKQRVWVKPMLMAI 150 
EcYgga 84 lASAEVMKQGRWK ...IIATMiAV 104 



CgLysE 151 VLTWLNPKAYLDAFVFIG^GAQYGDTGR WIFAAGAFA^LIW FPT.VOFa 200 

I ' ' I ' — I M . I I . : I : : I : I . : j I — i i . . . . TTZ— 

EcYgga 105 • - TWLNPHVYLDTFWLGSLGGQLDVEPKRWFALGTisASFiwFFGiiiL 152 



CgLysE 201 AAALS RPLS S PKVWRWI NWVAWMTA LAI KLMT.MG ' 21S 

II I • • - I - - : I - I I 1: I I :. I I TTTT\ | 

EcYgga 153 AAWLAPRLRTAKAQRIINLWGCVMWFIALQLARDGIAHAQALFS 197 



Figur 2 



Komplementation des Exportdefektes 
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Figur 3 




Figur 4 



